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Patentanspriiche 



Ldslicher Komplexbildner fur die affinitats- 
spezifische Trennung von makromolekularen Stoffen, 
insbesondere Biopolymeren , wie Nukleinsauren , 
gekennzeichnet durch ein 16s- 
liches Polymeres, an das mindestens ein fur das 
Biopolymere af finer Rest kovalent gebunden ist. 

Komplexbildner nach Anspruch 1 , d a d u r c h 
gekennzeichnet, dafl er als losliches 
Polymeres ein in Wasser und/oder organischen Losung 
mitteln losliches Polymeres umfaflt. 

Komplexbildner nach Anspruch 1 , d a d u r c h 
gekennzeichnet, dafl er als Polymeres 
ein Polyathylenglykol mit einem Molekulargewicht 
von 200 bis 40 OOO, ein Dextran oder ein lineares 
Polyacrylamid enthSlt. 

Komplexbildner nach Anspruch 3, dadurch 
gekennzeichnet, dafl er ein PolySthylen 
glykol mit einem Molekulargewicht von etwa 6000 
enthait. 

Komplexbildner nach einem tier vorhergehenden An- 
sprUche, dadurch gekennzeichnet, 
dafl der fur das Biopolymere affine Rest durch Ver- 
esterung, durch Aufpfropfen oder durch Copolymer i- 
sation oder Copo Lykondensat ion an das losLiche 
Polymere gebunden ist. 
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6. KomplexbiLdnor nach einem cler vor hergehenden 
Anspruche, dadurch tjekennzeich- 
ri e t, dafl das Losliche PoLymere aLs fur das 
Biopolymere affinen Rest eine basenspez i f i sche 

5 Gruppe fur NukLeinsauren tragt. 

7. Komplexb iLdner nach Anspruch 6 dadurch 
gekennzeichnet, dafl er als basen- 
spezifische Gruppe fiir Nukle insauren den Rest 
eines Farbstoffs der folgenden allgemeinen FormeLn 

lO I oder II tragt 




in welchen allgemeinen FormeLn 

X fur eine CH-Gruppe oder ein St ickstof fatom, 
Y fur ein Sauerstof fatom, ein Schwef elatom, 
eine NH-Gruppe oder eine Gruppe der FormeL' 
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ORIGINAL INSPECTED 



• 3- 

R 1 unabhSngig voneinander Wasserstof fatome 
Oder Methylgruppen, 

2 

R ein Wasserstof f atom oder eine Methylgruppe 

R 3 ein Wasserstof f atom oder eine Methylgruppe 
4 

R ein Wasserstof f atom oder eine Methylgruppe 
und 

ein Anion, wie ein Chlor idanion , ein Per- 
chloratanion Oder ein Oxalatanion 
bedeuten. 



Komplexbildner nach Anspruch 7, dadurch 
gekennzeichnet, dafi er als basen- 
spezifische Gruppe den Rest von Malachitgriin, 
von Kristallviolett , von Methylgrun, von 
Auramin, des Farbstoffs Hoechst 3 32 58 p von 
Di-tert. -Butyl-prof lavin, von Di-tert . -Butyl- 
acriflavin, von Diamidino-phenyl -indol (DAPI) , 
von 1 -Methylphenylneutralrot oder von Ethidium 
bromid trSgt. 

Komplexbildner nach Anspruch 7, dadurch 
gekennzeichnet, dafl die basen- 
spezifische Gruppe der folgenden Formel ent- 
spricht: 




CH 3 

Komplexbildner nach Anspruch 7, dadurch 
gekennz e ichnet, daO die basen- 
spezifischen Gruppe der folgenden Formel ent- 
spricht : 
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11. Verfahren zur Herstellung des Komplexbildner s 
nach den Anspruchen 1 bis 10, d a d u r c h 
gekennzeichnet, dafl man den fiir das 
Biopolymere affinen Rest uber eine Gruppe an das 

5 losliche Polymere bindet, die mit einer funktio- 

nellen Gruppe des loslichen Polyiueren reagiert. 

12. Verfahren nach Anspruch 11,dadurch 
gekenn zeichnet, daB man den fiir das 
Biopolymere affinen Rest durch Veresterung, durch 

10 Amidbildung, durch Urethanbildung , durch Auf- 

pfropfen Oder durch Copolymer isat ion oder Copoly-. 
kondensation mit den fUr den Aufbau des loslichen 
Polymeren erf orderlichen Ausgangsmater ialien an 
das losliche Polymere bindet. 

15 13. Verfahren nach Anspruch 11,dadurch 

gekennzeichnet, daB man den eine 
Carboxylgruppe tragenden, fiir das Biopolymere 
affinen Rest durch Veresterung mit einer 
Hydroxyl gruppe an Folyathylenglykol oder Dextran bindet. 

2o 14. Verfahren nach Anspruch 12,dadurch 

gekennzeichnet, dafl man den eine 
copolymerisierbare Doppelbindung aufweisendenr 
fiir das Biopolymere affinen Rest durch Copoly- 
mer isation in lineares Polyacrylamid einbaut. 
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15. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch 
gekennzeichnet, daft man den fur das 
Biopolymere affinen Rest nach der Bromcyanmethode 
an Dextran bindet. 

16. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch 
gekennzeichnet, daB man Polyathylen- 
glykol in einer Schmelzreaktion unter Verwendung 
von Imidazol als Katalysator in Gegenwart eines 
geeigneten Kondensationsmittel s mit dem eine 
freie Carboxylgruppe tragenden, fttr das Biopolymere 
affinen Rest verestert. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch 
gekennzeichnet, daB man als Konden- 
sationsmittel Toluolsulf ochlor id verwendet. 

18. Verwendung der Komplexbildner nach den Anspriichen 
1 bis 10 zur Auf trennung von Biopolymeren, insbe- 
sondere NukleinsSuren, durch Zweiphasen- 
Af f initatsverteilung, durch Zweiphasen-Vertei- 
lungschromatographie oder durch Gelelektrophorese 
als Mittel zur Beeinf lussung des Verteilungs- 
koef f izienten oder der Mobilitat der Biopolymeren. 



5 



10 



15 



20 



19. Verwendung nach Anspruch 18, dadurch 
gekennzeichnet, daB man die 
Zweiphasen-Verteilungschromatographie in Gegen- 
25 wart von Cellulose als Tr^germater ial durchfuhrt. 



20. Verwendung nach den Anspruchen 18 oder 19 zur 

Auftrennung von Gemischen einstrSngiger und/oder 
zweistrAngiger Nukleins&uren , insbesondere von 
DNA-Gemischen . 
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Prof .Dr. Werner Miiller 
Antonin Eigel 
Dr . Hans-JQrgen Schuetz 
Dr. Hans Bunemann 



Die vorliegende Erfindung betrifft einen loslichen 
Komplexbildner fur die af f initatsspezif ische Trennung 
von makromolekularen Stoffen, insbesondere Biopoly- 
meren, wie Gemischen avis einstrSngigen und/oder zwei- 
5 strangigen Nukleinsauren , insbesondere Desoxyribo- 

nukleinsauren (im folgenden abgekiirzt als DNA be- 
zeichnet) , ein Verfahren zur Herstellung dieses Kom- 
plexbildners sowie dessen Verwendung . 

Die Isolierung von einzelnen Genen oder von Satzen 
10 gleicher Gene in repititiver Anordnung aus dem Genom 

eukaryotischer Zellen ist nicht nur von rein wissen- 
. schaf tlichem Interesse, sondern im Hinblick auf die 
Gentechnologie auch von grofler praktischer Bedeutung. 
Mttgiich waren solche Isolierungen nur dann, wenn sich 
15 die Basenzusammensetzung des Gens oder der Gengruppe 

mit ihren "Spacem" wenigstens 6 bis 7% von der 
mittleren Basenzusammensetzung des Gesamtgenoms 
unterschied. Als Trennverf ahren wurden meist Cesium- 
ionendichtegradientenzentrif ugationen mit DNA-basen- 
20 spezifischen Zusatzen, wie Silber-, Quecksilber- 

oder Platinionen oder Actinomycin, Netropsin oder 
dem Farbstoff "Hoechst 33258" angewendet. Diese Ver- 
fahren haben nur beschrankte Kapazitat, sind teuer 
und zeitraubend . 

25 Die Entwicklung von Materialien zur Affinitats- 

chromatographie von Biopolymeren hat in den ver- 
gangenen Jahren die Isolierung einer Vielzahl von 
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Biopolymeren stark vereinfacht Oder ihre Reindar- 
stellung iiberhaupt erst ermoglicht. Bei diesen Ver- 
fahren geht man in der Regel von einem Tr&ger- 
material aus, das nach chemischer Aktivierung mit 
einer Substanz umgesetzt wird, die das zu isolierende 
Biopolymere moglichst spezifisch bindet. Aufgrund 
dieser Spezifitat kann das gesuchte Biopolymere im 
Idealfall selektiv aus einem Gemisch Shnlicher Ver- 
bindungen an das Chroma tographiemater ial adsorbiert 
und anschlieBend unter geeigneten Bedingungen in 
reinem Zustand desorbiert werden (P.Cuatrecasas und 
C. B. Anf insen, Ann . Rev . Biochem. 40 (1971) 259 bis 278). 

Trotz der Fiille von Beispielen fur die erfolgreiche 
Anwendung dieser Methode fur eine Vielzahl von Biopoly- 
15 meren konnte bislang kein Chroma tographiemater ial 

entwickelt werden, das eine Shnlich selektive und 
programmierbare Auftrennung auch fur NukleinsSure- 
gemische erm6glicht. Eine hochauf losende Fraktionie- 
rung von NukleinsSuregemischen im Grammaflstab ist 
20 aber eine Voraussetzung e f iir die angesprochene Isolie- 

rung von einzelnen Genen oder von S3tzen gleicher 
Gene. 

Bei den vorhandenen Verfahren zur Auftrennung von 
NukleinsSuren mit niedrigem Molekulargewicht , zum 
25 Beispiel Transf er-Ribonukleinscluren, wird die Auf- 

trennung in die verschiedenen Spezies an Adsorbentien 
erreicht, die Ionenaustauschereigenschaf ten mit lipo- 
philen Wechselwirkungen kombinieren (R.M.Kothari und 
V.Shankar, Journal of Chromatography 98 (1974) 44 9 
30 bis 475) . Dabei werden im wesentlichen die Wechsel- 

wirkungsmdglichkeiten des Tr&gers mit den seltenen 
Basen der NukleinsSuren ausgenutzt, die in den ver- 
schiedenen Transf er-RibonukleinsMuren in unterschied- 
licher Menge vorhanden sind. 



5 
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Da die hohermolekularen RibonukleinsMuren und Desoxy- 
r ibonukleinsauren in der Regel keine seltenen Basen 
enthalten, kttnnen Methoden zu ihrer Auftrennung nur 
auf den folgenden Unterschiedsmerkmalen aufgebaut 
5 werden : 

a) Verhaitnis von Einzel- zu Doppelstrang 

b) Unterschiede in der Basenzusammensetzung 

c) Unterschiede in der Basensequenz 

d) Unterschiede in den Molekulargewichten 
10 e) Unterschiede in den Tertiarstrukturen . 

All diese Merkmale werden tatsachlich bei den heute 
Ublichen Fraktioniermethoden genutzt (R.M.Kothari , 
Chromatog . Rev . 1 2 (1970) 127 bis 155). 

Bei der wirksamsten Methode, der Frakt ionierung im 
15 Salzgradienten in der Ultrazentrif uge fuhren Unter- 

schiede gemMfl b, c und e zu Unterschieden in der 
Schwebedichte fiir die einzelnen DNA-Spezies, die 
durch Zusatz von basenspezif ischen Substanzen noch 
vergrdBert werden kSnnen. Die Trennsch&rfe nimmt niit 
20 abnehmendem Molekulargewicht , die Kapazitat mit zu- 

nehmendem Molekulargewicht ab. Bei der Adsorptions- 
chromatographie an Hydroxyapatit erfolgt die 
Fraktionierung im wesentlichen gemSB a und nur in 
geringerem Ausmafi gemdB b, indem Guanin-Cytosin- 
25 reichere NukleinsMuren schon bei etwas geringeren 

Salzkonzentrationen desorbiert werden als die Adenin- 
Thymin-reicheren Komponenten (W.Pakroppa und W.Muller, 
Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 171 (3) (1974) 699 bis 703). 

Ganz analog k5nnen doppelstrBngige NukleinsMuren auch 
30 an spezifischen Pro.tein-Kieselgur-Adsorbent ien (zum 

Beispiel Methy 1-Serum-Albumin-Kieselgur ) gemSB Unter- 
schieden der Basenzusantmensetzung frakticniert werden, 
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wobei wieder die Guanin-Cytosin-reicheren DNA-Spezies 
zuerst eluiert werden (J.D.Mandell und A.D.Hershey, 
Analytical Biochemistry 1 (1960) 66 bis 77; N.Sueoka 
und Ts'ai-Ying Cheng, J.Mol.Biol. 4 (1962) 161 bis 
5 172). Die eigentliche Wirkungsweise dieser mehr zu- 

fallig entdeckten Adsorbentien ist nicht bekannt. 
Daher konnte die geringe Trennscharfe dieser 
Materialien trotz aller BemUhungen bis heute nicht 
grunds£tzlich verbessert werden. 

10 Erst in den letzten Jahren wurden bei der systemati- 

schen LJntersuchung von zahlreichen Substanzen, die 
mit Nukleinsauren Komplexe bilden, Verbindungen auf- 
gefunden, die zu einer gezielten Synthese von 
Materialien flir die Af f initat schromatographie 

15 geeignet erschienen (W.Miiller und D.M.Crothers, 

Eur .J. Biochem. 54 (1975) 267 bis 277; W.Muller, 
H.Bunemann und N. Dattagupta, Eur .J . Biochem . 54 (1975) 
279 bis 291 und W.Muller und F.Gautier, Eur . J . Biochem 
54 (1975) 385 bis 394). Welche Vorteile die Anwendung 

20 derartiger gut untersuchter Substanzen bei der Tren- 

nung von NukleinsSuregemischen bringt, konnte bereits , 
an den Beispielen der kombinierten Anwendung von 
Hydroxyapatit und Ethidiumbromid als basenspezif ischenv 
Zusatz zur Trennung von superhelicaler und helicaler 

25 DNA (W.Pakroppa, W.Goebel und W.Muller, Analytical 

Biochemistry 67 (1975) 372 bis 383) und von Hydroxy- 
apatit in Kombination mit Phenylneutralrotder ivaten 
als basenspezif ischen Komplexbildnern bei der Trennung 
von doppelstrfingigen DNA-Spezies demonstriert werden 

30 (W.Pakroppa und W.Miiller, Proc . Nat . Acad . Sc i . USA, 71 

(3) (1974) 699 bis 703) . 

Das Auf losungsvermogen dieser zuletzt erwahnten Metho- 
den ist mit dem eines pr^parativen CSsiumchlor id- 
Dichtegradienten vergleichbar , das hei/it DNA-Frak- 
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tionen mit Unterschieden im (G + C)-Gehalt von y 10% (wobei 
G filr Guanin und C fiir Cytosin stehen) lassen sich 
voneinander trennen. Trotz hoher Kapazitat hat das 
Verfahren den Nachteil, daB sich DNA-Gemische mit 
5 einem mittleren Molekulargewicht der Komponenten von 

mehr als 20 x 10 6 nicht mehr gut handhaben lassen 
und dafi der als Adsorbens verwendete spezielle Hydroxy- 
apatit selbst hergestellt werden muB. 

Seit l&ngerem ist bekannt, daB sich NukleinsSure- 
Gemische im Polyathylenglykol-Dextran-System unter 
bestimmten Bedingungen in RNA und einstrMngige DNA 
einerseits und doppelstrSngige DNA andererseits auf- 
trennen lassen* Dabei reichert sich die doppel- 
strSngige DNA stets in der (leichteren) PolyMthylen- 
glykolphase an, das heiBt sie besitzt einen hoheren 
Verteilungskoef f izienten als einstr&ngige Nuklein- 
sSuren. Die Absolutwerte der Verteilungskoef f izienten 
lassen sich zwar durch ZusSLtze von Kalium- und 
Lithiumsalzen ttber rd. 3-4 Zehnerpotenzen variieren, 
eine Fraktionierung nach der Basenzusammensetzung 
gelingt in diesen Systemen jedoch nicht. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht nun 
darin, einen 16slichen Komplexbildner bereitzustel- 
len, mit dem gezielt der Verteilungskoef fizient oder 
die Mobilit&t von Biopolymeren af f init&tsspezif isch 
ver^ndert werden kann, so daB eine basenspezif ische 
Trennung von Biopolymeren und insbesondere von Ge- 
mischen aus einstr&ngigen und/oder zweistrSngigen 
Nukleins&uren, insbesondere von DNA-Gemischen bei 
hoher Kapazit&t erreicht werden kann. 

Es hat sich nunmehr gezeigt, daB diese Aufgabe mit 
einem l&slichen Komplexbildner geltfst werden kann, 
der ein lttsliches Polymeres umfaBt, an das 
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mindestens ein fur das Biopolymere affiner Rest chemisch 
gebunden ist. 

So hat es sich gezeigt, daB man die Verteilung von 
NukleinsSuren unter Verwendung solcher loslicher Komplex- 
5 bildner stark beeinflussen kann, wenn die Komplexbildner 
einen stark von 1 abweichenden Verteilungskoef f izienten 
besitzen. Dies ist bei niedermolekularen Verbindungen 
im Polyathylenglykol/Dextran-System kaum anzutreffen, 
lSflt sich aber er f indungsgemafl leicht dadurch herbeifuh- 

10 ren, dafl man den niedermolekularen, fur das Biopolymere 
affinen Rest kovalent an geeignete Polymere bindet, 
vorausgesetzt , dafl der fur das Biopolymere affine Rest 
dabei seine Affinitat nicht einbiifit. Verteilungskoef f i- 
zienten mit einem Wert von wesentlich grofler als 1 er- 

15 zielt man er f indungsgemSG durch Bindung an PolySthylen- 
glykol (am einfachsten durch eine Veresterungsreakt ion ) , 
wahrend Verteilungskoef f izienten mit einem Wert von we- 
sentlich kleiner als 1 dadurch erreicht werden konnen, 
dafl man. den fiir das Biopolymere affinen Rest entweder 

20 an Dextran bindet (nach der Bromcyanmethode oder durch 

Veresterung) oder in lineares Polyacrylamid einbaut. 1st 
der fur das Biopolymere affine Rest basen- oder sequenz- 
spezifisch und bleibt diese Eigenschaft nach der Bindung 
an das Polymere erhalten, so lassen sich Guanin-Cytosin- 

25 reiche bzw. Adenin-Thymin-reiche Nukleinsciuren sehr ef- 
fektiv in der oberen bzw, der unteren Phase des Vertei- 
lungssystems anreichern. 

Gegenstand der Erfindung ist daher ein idslicher Kom- 
plexbildner fiir die af f initatsspezif ische Trennung von 
30 makromolekularen Stoffen, insbesondere Biopolymeren, wie 
NukleinsMuren, der gekennzeichnet ist durch ein ldsliches 
Polymeres, an das mindestens ein fiir das Biopolymere 
affiner Rest kovalent gebunden ist. 

Als lflsliches Polymeres enthait der er f indungsgemase 
3 5 Komplexbildner vorzugsweise ein in Wasser und/oder orga- 
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15 



nischen Losungsmitteln losliches Polymeres, wie ein 
Polyathylenglykol mit einem Molekulargewicht von 200 
bis 40 000, vorzugsweise mit einem Molekulargewicht von 
etwa 6000, ein Dextran mit einem M w von 3*10"* - 3*10 6 
oder ein lineares Polyacrylamid mit einem Polymerisa- 
tionsgrad von 200 - 300 (MG 14 000 - 21 000) . Im Prin- 
zip sind s&mtliche wasserlGslichen , Hydroxylgruppen tra- 
genden Polymeren geeignet. An das 15sliche Polymere ist 
als fiir das Biopolymere affiner Rest vorzugsweise eine 
basenspezif ische Gruppe fiir Nukleins&uren gebunden. Die- 
se Bindung kann durch Veresterung, durch Aufpropfen oder 
durch Copolymerisation oder durch Copolykondensation er- 
reicht worden sein. 

Als fiir das Biopolymere affine Reste konnen basenspezi- 
fische Gruppen verwendet werden, die in den genannten 
Literaturstellen beschrieben sind. Insbesondere sind 
Reste von Farbstoffen der folgenden allgemeinen For- 
meln I und II D 2 




1 

2 



(I) 




(ID 



in welchen allgemeinen Formeln 

X fur eine CH-Gruppe oder ein Stickstof f atom, 

Y fiir ein Sauerstof f atom, ein Schwef elatom, eine 



NH-Gruppe oder eine Gruppe der Formel 
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R^ unabhangig voneinander Wasserstof f a tome oder 
Methylgruppen , 

2 

R ein Wasserstof f atom oder eine Methylgruppe, 
R~* ein Wasser stof f atom oder eine Methylgruppe , 

A 

R em Wasserstof fa torn oder eine Methylgruppe 
und 

A® ein Anion, wie ein Chloranion, ein Perchlorat- 

anion oder ein Oxalatanion 
bedeuten, geeignet. 



10 Erf indungsgemaG besonders bevorzugte, an das polymere 

TrSger material gebundene basenspezif ische Komplexbild- 
ner sind die Reste der folgenden Farbstoffe: 



1 . Diamidino- 



NH 

phenyl-indol (^f\-f^^C ^ 

(DAPI) k-A / \=/ \ u 

HN=C^ N NH 

NH 2 » 



2 



2. MalachitgrCin 

V,c ? o 4 ? 



3. Kristallviolett , 

N(CH)) 2 



CI" 



(CH 3 ) 2 N^^ ^^N(CH>) 2 

4. MethylgrCin 

( 



2CiOC 

c* 



009839/0183 



TLH Ml.' I: ft - MUll 111 ■ bILINMf I STKR 



- 15 - 



27 1 23U 



5, Auramin 



NH 
ii 



6, Farbstoff Hoechst 33258 



H 



7. Di-tert. -butyl -prof lavin 



H 2 N N ^-^NH 2 



8. Di-tert. -butyl -acriflavin 

(CH j) 3 C > T ^ v ^ T ^ r ClCH,) 3 



£h 3 



9* 




«C*ll,>iN 




11 . 
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Die ei f indungsgema/i bevoi zug t: orA an ha nonspezi 1 i schen 
Gruppen sind jedoch die Rest.o von Phenyl neutral rot 
der Formel 



(CII 3 ) 2 N 




CI 



10 



und Malachitgriin der Formel 




N(CH 3 ) 2 C1 



N(CH 3 ) 2 

Diese Farbstoffe sind an sich bekannt und im Handel 
erhcUtlich oder konnen nach Verf ahrensweisen herge- 
stellt werden, die dem Fachmann geiaufig und beispiels- 
weise in den oben erw&hnten VerSf f entl ichungen von 
W. MQller und D.M.Crothers (Eur . J .Diochcm. 54 (1975) 267 
bis 277) , W.Miiller, H»Bunemann und N . Da ttagupta 
(Eur .J . Biochem. 54 (1975) 279 bis 291) und W.Miiller 
und F.Gautier (Eur . J .Biochem. 54 (1975) 385 bis 394) 
be sc hr ieben s i nd . 



Diese basenspezif ischen Gruppen bzw. Farbstof f reste 
15 kfinnen nach Methoden, die dem Fachmann ohne weiteres 

gel&ufig sind, kovalent an das 15sliche Polymere ge- 
bunden werden, beispiel sweise durch Veresterung mit an 
dem Polymeren vorhandenen Hydroxy lgruppen (Poly- 
athylenglykol bzw. Dextran) iiber in das Farbstoff- 
20 molekiil eingeftihrte Carboxylgruppen , durch Amid- 
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bildung, durch Urethanbildung oder auch durch Copoly- 
merisation in Abwesenheit und vorzugsweise in Gegen- 
wart von anderen copolymerisierbaren Monomeren uber 
copolymerisierbare Doppelbindungen , die in das Farb- 
5 stoffmolekul eingefUhrt sind, beispiel sweise eine 

Acrylamidgruppe, wie es fur die erf indungsgemSB bevor- 
2ugten basenspe2if ischen Farbstof f der ivate Acryl- 
phenylneutralrot und AcrylmalachitgrUn der folgenden 
Formeln der Fall ist. 

CH=CHo 

CO 
I 

NH 




N(CH 3 ) 2 
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Diese basenspezif ischen Farbstof f der ivate konnen von 
dem Fachmann in an sich bekannter Weise durch Einfvihren 
des Acrylrestes in die genannten Farbstof fmolekule 
hergestellt werden. Dies gilt auch fur die weiter oben 
5 genannten Farbstof fmolekiile * 

Erf indungsgem&B verwendet man als ldsliches Polymeres 
vorzugsweise ein unvernetztes und in Wasser oder orga- 
nischen LBsungsmitteln losliches oder quellbares Poly- 
meres, wie ein Polyathylenglykol mit einem Molekular- 
10 gewicht von 200 bis 40 OOO, bevorzugter mit einem Mole- 

kulargewicht von 6000, ein Dextran mit einem M von 

3 6 w 

3-10 - 3* 10 oder ein lineares Polyacrylamid mit einem 

Polymerisationsgrad von 200 - 300. Diese Polymeren zei- 

gen keine starken Wechselwirkungen mit den fur das Bio- 

15 polymere affinen Resten und insbesondere mit den basen- 

spezifischen Gruppen fUr Nukleins&uren. 

Gegenstand der Erfindung ist ferner ein Verfahren zur 
Herstellung der oben definierten IGslichen Komplexbild- 
ner, das dadurch gekennzeichnet ist, daB man den fiir 
20 das Biopolymere affinen Rest Uber eine Gruppe an das 
lttsliche Polymere bindet, die mit einer f unktionellen 
Gruppe des ldslichen Polymeren reagiert. 

So kann man den fiir das Biopolymere affinen Rest durch 
, Veresterung, durch Araidbildung, durch Urethanbildung , 

25 durch Aufpfropfen oder durch Copolymer isation oder Co- 
polykondensation mit den fiir den Aufbau des loslichen 
Polymeren erforderlichen Ausgangsmaterialien an das los- 
liche Polymere binden, wozu man iibliche Reagenzien und 
iibliche Verf ahrensbedingungen anwendet, bzw. die fUr die- 

30 se Reaktionen geeigneten Gruppen in das losliche Poly- 
mere bzw. den fiir das Biopolymere affinen Rest einfuhrt. 

So kann man den eine Carboxylgruppe tragenden, fiir das 
Biopolymere affinen Rest durch Veresterung mit einer 
Hydroxylgruppe an Polyathylenglykol oder Dextran binden 
3 5 oder man kann den eine copolymer isierbare Doppelbindung 

809839/0183 



* TER ME ER - MULLEH - STfclNMEISTER 

aufweisenden, fiir das Biopolymere affinen Rest durch Co- 
polymer i sat ion in linear es Polyacrylamid einbauen . Man 
kann auch den fur das Biopolymere affinen Rest nach der 
Bromcyanmethode an Dextran binden. 

5 Vorzugsweise fiihrt man jedoch die Veresterung des eine 
freie Carboxylgruppe tragenden, fur das Biopolymere affi- 
nen Rest mit Polyathylenglykol mit Hilfe einer Schmelz- 
reaktion durch, bei der man ein aliphatisches Oder aroma- 
tisches tertiSres Amin, insbesondere Imidazol als Kataly- 

lO sator verwendet und. in Gegenwart eines geeigneten Kon- 

densationsmittels, beispielsweise in Gegenwart eines aromatischen 
Sulfonylchlorids, wie Toluolsulf onylchlorid , Diiso- 
propylsulfonylchlorid oder Di-tert . -Butylsulf onylchlorid 
arbeitet . Weitere Beispiele fiir die EinfQhrung der fur 

15 das Biopolymere affinen Gruppen durch Veresterung sind 
die Veresterung von Polyathylenglykol 6000 mit p-Nitro- 
benzoes^ure oder 4 * -Carboxymalachitgrun (Chromgrun) . 

Fiir den Einbau der fur das Biopolymere affinen Reste in 
lineares Polyacrylamid geht man von den ent sprechenden 

20 Aminoder ivaten der genannten Farbstoffe aus, die sich 
nach Oberfiihren in die Acrylaminoderivate mit Acrylamid 
zu linearen Copolymeren copolymerisieren lassen. Der Ein-' 
bau eines 6-Alanylrestes zwischen die Aminof unkt ion 
und die Acrylgruppe ist zwar fur die DNA-Wechselwirkung 

25 vorteilhaft, jedoch nicht unbedingt erf order lich. 

Mit Hilfe der erf indungsgemSBen loslichen Komplexbildner 
lassen sich Biopolymere wie Proteine, und insbesondere 
DNA-Gemische spezifisch komplexieren, da die fiir das 
Biopolymere affinen Reste sich hinsichtlich der Basen 

30 (A, C, G bzw. T) bzw. der Basensequenz spezifisch an die 
Biopolymeren anlagern. Hierdurch kann eine spezifische 
Xnderung der Eigenschaf ten der komplexierten Biopolymere 
in LGsung erreicht werden. So kann durch Komplexierung 
der Biopolymeren mit den erf indungsgemafien 15slichen Kom- 

3 5 plexbildnern eine starke VerSnderung der Verteilungs- 
koef f izienton der komplexierten Biopolymeren erreicht 
werden, was zur Auftrennung ausgenUtzt werden kann. 
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Weiterhin last sich durch Komplexierung der Biopoly- 
meren mit Hilfe der erf indungsgemaBen Komplexbildner 
der hydrodynamische Reibungswiderstand der Molekttle 
beeinf lussen, was starke Mobil itatsanderungen mit 
5 sich bringt, die bei der Gelelektrophorese zur Tren- 
nung der Biopolymeren ausgentitzt werden k6nnen. 

Das Auf 18sungsverm6gen fiir Nukleinsauren, das mit Hil- 
fe der erf indungsgemafien ldslichen Komplexbildner 
und insbesondere der auf der Grundlage von Poly- 

10 athylenglykol, bei der Zweiphasenverteilung oder bei 
der Gelelektrophorese erreicht werden kann, ist weit 
gr6Ber als man es bisher mit anderen Mehotden erreichen 
konnte. Damit wird es mttglich, die oben angesprochene 
Isolierung und Reindarstellung von Biopolymeren in 

15 einfacher und effektiver Weise zu erreichen. 

Gegenstand der Erfindung ist daher auch die Verwendung 
der oben definierten lttslichen Komplexbildner zur Auf- 
trennung von Biopolymeren, insbesondere NukleinsMuren 
durch Zweiphasen-Af f initatsverteilung, durch Zwei- 
20 phasen-Verteilungschromatographie oder durch Gelelektro- 
phorese, wobei die erf indungsgemSLBen Komplexbildner 
als Mittel zur Beeinf lussung des Verteilungskoef f i- 
zienten oder der Mobilitat der Biopolymeren dienen. 

Vorteilhaf terweise verwendet man, wenn man eine Zwei- 
25 phasen-Verteilungschromatographie mit Hilfe eines 

kontinuierlich arbeitenden Chromatographieprozesses 
durchfllhren will, Cellulose als TrSgermaterial , die 
beispielsweise die schwerere, dextranreiche Phase 
des Verteilungssystems adsorptiv bzw. physikalisch 
30 bindet. c Auf diese Weise kann man unter Verwendung von 
Cellulose samtliche Verteilungsprozesse auf der Basis 
von waarigen Polymer-Polymer- bzw. Polymer-Salz- 
Systemen (siehe auch P.A.Albertson (1971) "Partition 
of Cells, Particles and Macromolecules" 2.Auflage, 
35 Almquist und Wicksell, Stockholm), insbesondere von 
Polyglykol-Dextran-Systemen in saulenchromatogra- 
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phische, vielstufige Verteilungsprozesse umwandeln. 

Besonders gut geeignet sind die erf indungsgemSBen 
loslichen Komplexbildner fiir die Auftrennung von Ge- 
mischen einstrangiger und/oder zweistrSngiger Nuklein- 
5 Sciuren, insbesondere von DNA-Gemischen. 

Bei der Zweiphasen-Af f initat sverteilung, der Zwei- 
phasen-Verteilungschromatographie und der Gelelektro- 
phorese verwendet man ubliche Grundmedien, beispiels- 
weise Phosphatpuf f er oder Trispuffer mit einer Konzen- 

10 tration von etwa 10 mMol/1, pH und einem pH-Wert im Be- 
reich von 4,5 - 8, wobei man fur die er f indungsgem&s- 
sen Komplexbildner, die als basenspez if ische Gruppe den 
Rest von Malachitgrun enthalten, einen schwach sauren 
Puffer mit einem pH-Wert von 5,5 bis 6 verwendet, bei- 

15 spielsweise einen 0,01 molaren Phosphatpuf fer mit 

einem pH-Wert von 5,5 bis 6. Als Elut ionsmittel benutzt 
man die mobile Phase, also die polySthylenglykolr eiche 
Phase, die Salze als Zusatze enthalten kann, vorzugs- 
weise Alkalimetallsalze , wie Natriumchlor id , Natrium- 

20 perchlorat, Lithiumperchlorat , Kaliumchlorid, 

Lithiumsulf at , Kaliumacetat etc. Mit Vorteil wen- 
det man Konzentrat ionsgradienten mit abfallender oder 
ansteigender (LiS0 4 ) Konzentration an. 

Die fQr die Trennung optimalen Salzgradienten, ihre 
25 Bestandteile, Konzentrationen, pH-Werte und die da- 
ftfr verwendeten Puffer konnen jedoch vom Fachmann 
ohne weiteres ermittelt werden. 
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Im folgenden sei die vorliegende Erfindung weiter anhand 
von Beispielen und unter Bezugnahme auf die beigefligten 
Zeichnungen erlSutert. 

In den Zeichnungen zeigen: 

5 Fig. 1 anhand von Kurven die Xnderung der Vertei- 

lungskoef f izienten K mit der DNA-Basenzusammensetzung 
im Polyathylenglykol-Dextran-System in Anwesenheit von 
GC-spezif ischem, polyathylenglykolgebundenem 1 -Methyl- 
phenylneutralrot (KTSat = Kalbsthymus-DNA Satelliten) ; 

10 Fig. 2A die 10-stufige Gegenstromverteilung von 

Kalbs-Thymus-DNA zur Abtrennung der GC-reichen 
Satellitenfraktion im Polyathylenglykol-Dextran-System 
mit PolyMthylenglykol-1 -methylphenylneutralrot; 

Fig. 2B die 10-stufige Gegenstromverteilung der 
15 Satellitenf raktionen 8-10 von Fig. 2A zur Auftrennung 

in die Komponenten der Schwebedichten 1,714 und 1,723 
(Casiumchlorid-Dichtegradient) im PolySthylenglykol- 
Dextran-System in Anwesenheit von polyathylenglykol- 
gebundenem 1 -Methylphenylneutralrot; 

20 Fig. 3 die Zweiphasenchromatographie von drei 

bakteriellen DNA unterschiedlichen GC-Gehalts im 
Polyathylenglykol-Dextran-System unter Zusatz von 
polyathylenglykolgebundenem 1 -Methylphenylneutralrot 
an Cellulose. 

25 Fig. 4 zeigt die Zweiphasenchromatographie von 

Ka lbs -Thymus -DNA im Polyathylenglykol-Dextran-System 
mit polyathylenglykolgebundenem 1 -Methylphenyl- 
neutralrot an Cellulose. 

Fig. 5 zeigt das Ergebnis der Gelelektrophorese 
30 von drei bakteriellen Desoxyribonukleins&uren in An- 

wesenheit von polyathylenglykolgebundenem 1 -Methyl- 
phenylneutralrot . 

Fig. 6 zeigt das Ergebnis der zweidimensionalen 
Agarosegelelektrophorese in Anwesenheit von poly- 
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athylenglykolgebundenem 1 -Methylphenylneutralrot . 
Beispiel 1 

Herstellung von PolySthylenglykol-1 -methyl -4 ' - 
carboxy-phenylneutralrot-Halbestern 

5 A) 1-Methyl-4 * -carboxy-phenylneutralrot (1 , 2 -Dimethyl - 

3-amino-5- { 4 • -carboxyphenyl ) -7-dimethylamino- 
phenaz iniumsa lz ) 

Man lost 1,05 g N-Dimethylamino-anilin-dihydrochlor id 
in SO ml Methanol und versetzt die Losung in der ange- 

10 gebenen Reihenfolge mit 2 ml 2n-Chlorwasser stof f s&ure, 

0,62 ml 2 , 3-Dimethylanilin, 5 ml Acetatpuffer (1m an 
Natriumacetat und 1m an Essigs&ure) und 20 ml 
1/6m- KaliumjodatlSsung. Nach 7 bis 8 Minuten verdiinnt 
man die tiefgriine L6sung mit Methanol auf 220 ml und • 

15 gibt 13,7 g p-Aminobenzoesclure zu. Nach dem Auf 16 sen 

der saure verdiinnt man mit Wasser auf 320 ml, stumpft 
mit einer 2n-Na tr iumcarbonatl6sung auf einen pH-Wert 
von 6,7 ab und erwSrmt auf einer Heizplatte im Verlaufe 
von 30 Minuten unter Ruhren auf 50°C. Bei dieser 
20 Temperatur gibt man weitere 10 ml 1/6m-Kaliumjodat- 

ISsung zu und erhitzt langsam unter Riihren zum Sieden. 
Bei einer Temperatur von etwa 70°C verfarbt sich das 
Reaktionsgemisch von Blau iiber Violett nach Rot. Das 
Gemisch wird auf 165 ml eingeengt (Siedetemperatur 
25 = 78°C) und danach 12 Stunden bei 3 bis 4°C aufbewahrt. 

Das ausgeschiedene Material wird abgesaugt, mit etwas 
kaltem Wasser gewaschen und tiber Kaliumhydroxid im 
Vakuum getrocknet. 

Das trockene Rohprodukt wird nach dem Pulverisieren 
30 in einer Soxhlet-Extraktionsvorrichtung mit etwa 

3 50 ml Aceton 6 Stunden extrahiert, urn die nicht- 
umgesetzte p-Aminobenzoesilure zu entf ernen, worauf man 
den Rohfarbstoff mit 3 50 ml Methanol in der gleichen 
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Vorrichtung aus der Httlse 16st. Nach dem Verdampfen 
des Methanols im Vakuum reinigt man den Ruckstand 
chromatographisch an Polyamid (zum Beispiel SC6, 
< 0,07 der Firma Macherey und Nagel) in einem Chloro- 
form/Benzol/Methanol/-Wasser-System (60/2 5/1 5/0,4 , 
Volumen/Volumen) . Das Eluat der Hauptzone wird bei 
einer Badtemperatur von 35°C im Vakuum zur Trockene 
eingedampft, worauf man den Rttckstand aus reinem 
At ha no 1 Oder n-Propanol umkristallisiert . 
Ausbeute; Etwa 700 mg (was 36% der Theorie entspricht) . 

B) Veresterung von 1-Methyl-4 1 -carboxy-phenylneutral- 
rot mit Polyathylenglykol (6000 Oder 10 OOO) 

Man schmilzt 3 g Polyathylenglykol (mit einem Moleku- 
largewicht von 6000 oder 10 OOO) bei 80°C unter RUhren 
mit 3 g Imidazol zusammen und versetzt dann mit 50 mg 
des gemSB Stufe A erhaltenen 1 -Methyl-4 1 -carboxy- 
phenylneutralrots. Nachdem sich der gesamte Farbstoff 
gelSst hat, gibt man 600 mg p-Toluolsulf onylchlorid hinzu 
und erhitzt die Schmelze weitere 8 bis 12 Stunden 
unter Feuchtigkeitsausschlufl auf 90°C. Nach Ablauf 
dieser Zeit sind mehr als 90% des Farbstoff s umgesetzt. 

Man 16st die Schmelze in der Kaite in etwa 50 ml eines 
0 # 01m-Natriumphosphatpuf fers mit einem pH-Wert von 
5,6. Nach 3 Stunden filtriert man bei 4°C und chromato- 
25 graphiert im gleichen Medium Uber chemisch vernetztem 

Dextran (Sephadex G25) zur Entfernung von nicht- 
umgesetztem Farbstoff, Imidazol und Toluolsulf onsSure . 
Das Eluat der Hauptzone bewahrt man im Dunkeln bei 
3 bis 4°C auf. 

30 Wenn das nicht-umgesetzte Polyathylenglykol ebenfalls 

entfernt werden soil (was ftir die meisten Anwendungs- 
zwecke nicht er f order lich ist) , so extrahiert man die 
Lttsung mit Chloroform, verdampft das Chloroform im 
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Vakuum, lost den Ruckstand in Wasser und adsorbiert den 
Ester an vernetztes Dextran (Sephadex G60 CM) . Nach dem 
Auswaschen des Polyathylenglykols mit Wasser wird der 
Ester mit Hilfe einer 1ra-Kaliumchloridl6sung desorbiert, 
5 worauf man das Eluat gegen einen Puffer mit einem 

pH-Wert von weniger als 7 dialysiert. Zur Gehaltsbe- 
stimmung der Losung ermittelt man die optische Dichte 
der Losung bei 555 nm in Anwesenheit von 2% Natrium- 
dodecylsulf at . Der molare Extinktionskoef f izient des 
TO Esters betrSgt in diesem Medium 53 OOO (Mol~ 1 x cm" 1 ). 

Beispiel 2 

Zweiphasenaf f init&tsverteilung von Gemischen doppel - 
helicaler Desoxyr ibonukleinsSuren . 

Setzt man einern System aus Polyathylenglykol-6000 und 
15 Dextran-TSOO mit abgestimmtem Kaliumchlor id- und 

Lithiumsulfat-Gehalt so viel polyathylenglykolgebundenes 
1 -Methylphenylneutralrot (M- BNR-PEG • 6000) zu, daS die 
Oberphase und 4 x 10~ 5 Mol des Farbstoffs pro Liter ent- 
hait, so lassen sich in diesem Gemisch unter Ausnutzung, 
20 der in Fig. 1 wiedergegebenen Verteilungskoef f iz ient en 

DesoxyribonukleinsMuren ver schiedener Basenzusammen- 
setzung trennen bzw. stark anreichern. Das gleiche Er- 
gebnis erzielt man, wenn man dem System anstelle des 
CG-spezif ischen Phenylneutralrot-Der ivats so viel 
25 AT-spez if isches Alanylacrylamino-malachitgriin-acryl- 

amid-Copolymer (Ala -MG • Aa *Copol . ) zusetzt, dafl die Konzen- 
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tration des Farbstoffs in der Unterphase des Systems rund 
3 x 10~ 5 Mol pro Liter betrSLgt. 

In beiden Fallen lassen sich durch einen Verteilungs- 
schritt DesoxyribonukleinsSuren mit (G+C ) -Wer ten von 
5 15 bis 20% mit mehr als 90%iger Reinheit in der Ober- 
phase bzw. in der Unterphase anreichern. Betragt der 
Unterschied in dem (G+C)-Gehalt nur 8%, so lafit sich 
eine Komponente in 80%iger Ausbeute mit einer Reinheit 
von mehr als 95% aus der Oberphase und die zweite Kompo- 
10 nente mit einer Reinheit von 7 5 bis 80% aus der Unter- 
phase gewinnen. 

Die kombinierte Anwendung von GC- und AT-spezif ischen 
Komplexbildnern ergibt noch bessere Ergebnisse. 

Durch Anwendung des. beschriebenen Verteilungssystems 
15 mit GC-spezif ischem, polyathylenglykolgebundenem 1-Methyl- 
phenylneutralrot in lOstufigen Gegenstromverteilungen 
lassen sich die GC-reichen Satelliten aus Kalbs-Thymus- 
DNA abtrennen (Fig. 2A ) und unter verSnderten Bedingungen 
in ihre Hauptkomponenten zerlegen (Fig. 2B ) . 

20 Beispiel 3 

Zweiphasenverteilungschromatographie von DNA-Gemischen 

Die mehrstufige Verteilung von Stof f gemischen l&Bt sich 
inuner dann zu einem chromatographischen Trennprozefl 
ausbauen, wenn es gelingt, fur eine der beiden Phasen 
25 einen Tr&ger zu finden, der die Phase genugend stark 
festhait. 

Fttr das Poly&thy lenglykol-Dextran-System sind bisher 
nur Kieselgur und Sephadex-Gele als TrSger vorgeschlagen 
worden. Bei der Oberpriifung dieser Angaben hat sich ge- 
30 zeigt, dafl Kieselgur die Dextranphase zu wenig bindet, 
urn sich fiir grGBere TrennsSulen zu eignen. Spehadex- 
gele sowie Agarose eignen sich wegen ihres unerwunschten 
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Molekularsiebef f ek tes nicht , 



Sehr gut brauchbar erwies sich nun, CelluLosepulver , 
insbesondere entfetteter und mit SSure gewaschener 
Linters (beispielsweise das von der Firma Macherey 
5 und Nagel'2200 ff erhaitliche Material). Nach aus- 

reichender Vorquellung bindet 1 g dieser Cellulose rund 
1 bis 1,2 ml der Unterphase eines Systems aus PolySthylen- 
glykol-6000 und Dextran T40 (mit einem mittleren MoLe- 
kulargewicht von 4 2 OOO) . 

Prapariert man bei einer Temperatur von mehr als 26°C 
aus 10 g vorgequollener Cellulose (die zur Auftrennung 
von 1,5 mg eines DNA-Gemisches ausreicht) in der ubl ichen 
Weise eine 2-Phasenverteilungssciule, so lassen sich da- 
ran die in den Fig. 3 und 4 wiedergegebenen Auftren- 
nungen durchfiihren. 

Die Fig. 3 zeigt dabe L die Zweiphasenchromatographie 
von drei bakteriellen Desoxyr ibonukleins^uren unter- 
schiedlichen G+C-Gehalts im System PolySthy lenglykol- 
Dextran unter Zusatz von pel ya thy lenglykolgebundenem 
20 1-Methyl-phenylneutralrot an Cellulose . (Die Zonen urn 

12 und 20 ml Eluatvolumen ruhren von Storungen durch 
uberschussigen Farbstoff bzw. uberschussiger Unterphase 
her.) 

Die Fig. 4 zeigt die Zweiphasenchromatographie von 
25 Kalbs-Thymus-DNA im Poly cithylenglykol-Dextran-Sy stem 

mit polyathylengebundenem 1 -Methyl-phenylneutralrot 
(2,2 OD 555 /ml Oberphase) an Cellulose. Der Peak 

bei der Fraktion Nr. 20 enthait die GC-reichen 

Satelliten, wSlhrend der Peak zwischen den Fraktionen 
30 40 und 50 eine GC-Mrmere DNA-Fraktion mit der Schwebe- 

dichte 1,705 im casiumchlor id-Dichtegradienten enthait. 

Der Peak zwischen den Fraktionen 67 und 93 enthait die 

sogenannte "ma in-Band " -DNA . 
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Wenn sich die Komponenten des DNA-Gemisches um mehr als 
6% im GC-Gehalt unter scheiden , wird bei den obigen 
Zweiphasenverteilungen in der Oberphase ein K + -Li + - 
Gradient angel egt, um eine geniigend grofle Wanderungs- 
5 geschwindigkeit der GC- bzw. AT-armsten Komponenten zu 
erzielen. 

Das Arbeiten bei Temperaturen von mehr als 26°C 
(die in den Fig. 3 und 4 dargestellten LSufe wurden 
alle bei 30°C durchgef iihrt ) erwies sich als notwendig, 
10 da hierdurch eine geniigend hohe. Dif f usionsgeschwindig- 
keit der DNA und eine geniigend geringe Viskositat der 
Phasen gew&hrleistet wird. 

Beispiel 4 

Verwendung der erf indungsgemSBen polymergebundenen, 
15 basenspezif ischen Komplexbildner bei der Gelelektro- 
phorese von Nukleinsauren . 

NukleinsMuren lassen sich durch Elektrophorese in 
Polyacrylamid- oder Agarosegelen nach ihrer Molekiil- 
grofie auftrennen. Die kombinierte Anwendung von beiden 
20 Gelen erlaubt unter bestimmten Bedingungen auch eine 
mSBige Auftrennung nach der Basenzusammensetzung. Fur 
eine vorzugsweise nach der Basenzusammensetzung erfolgen- 
de Auftrennung eignen sich niedermolekulare, basen- 
spezif ische Komplexbildner nicht, da der Effekt der 
25 partiellen Ladungsneutralisation auf die Mobilitat 

des Polyelektrolyten im Spannungsf eld relativ klein ist . 
Setzt man dem Gel jedoch einen erf indungsgemSBen basen- 
spez if ischen Komplexbildner zu, so ergibt sich eine 
starke Mobil itcLtsver&nderung bei GC- bzw. AT-reichen 
30 DesoxyribonukleinsSuren , und zwar in Abh&ngigkeit von 
der Spezifitat des Komplexbildners . 
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Diesor Effekt lSBt sich aus der starken 
Veranderung der hydrodynamischen Eigenscha f ten , die 
ein lineares Polymers durch die mit dem basen- 
spezifischen Komplexbildner eingebrachten Verzwei- 
5 gungen erfahrt, erklMren. 

In der Fig. 5 sind die Mobilitat sunter schiede von drei 
bakteriellen Desoxyr ibonukleinsauren , die auf die 
gleiche mittlere GroOe geschert worden sind (M w = 
7 50 OOO) in Agarose in Anwesenheit von poly&thylen- 
10 glykolgebundenem 1 -Met hyl-phenylneutralrot 

(1,5 OD 555 /ml) gezeigt. Bei den bakteriellen Desoxy- 
ribonukleinsSuren handelt es sich um folgende 
Mater ialien : 

1 : DNA aus Cl . acidi urici, 34% G+C; 
15 2 : DNA aus E. coli, 52,5% G+C; 

3 : DNA aus M. luteus r 72,5% G+C. 

Die Fig. 5 stelit eine UV-Fluoreszenzphotographie 
nach dem AnfSrben der Desoxyr ibonukleinsaure mit 
Ethidiumbromid dar . 

20 Besteht das zu analysierende Nukleinsfiuregemisch aus 
Komponenten ver schiedener Grofle, so fuhrt man zweck- 
mSBigerweise eine Vortrennung im Rundgel ohne Komplex- 
bildner durch, bettet das Rundgel sodann in ein Flach- 
gel mit Komplexbildner ein und betreibt eine Elektro- 

25 phorese senkrecht zur ersten Auf trennungsr ichtung . 

Besitzen alle Komponenten die gleiche Basenzusammen- 
setzung, so wandern sie auf einer Geraden, die gegen- 
Uber der Richtung des eingebetteten Rundgels einen 
Winkel zwischen 0 und 90° bildet (siehe Fig. 6). 

30 Komponenten, die nicht auf dieser Geraden wandern, 

weisen eine von dem Mittelwert abweichende Basenzusam- 
mensetzung auf. 
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1st der verwendete KompLexbildner GC-spez i f isch, so 
sind raschere Komponenten AT-reicher und Langsamere 
Komponenten GC-reicher aLs der Mittelwert. 

Die Fig. 6 zeigt anhand einer UV-Fluoreszenzphoto- 
5 graphie nach dem AnfMrben der Desoxyr ibonukLeinsauren 
mit Ethidiumbromid die Auftrennung eines Eco-RI- 
Hydrolysats von ^-Phagen-DNA mit einem GC-spez if Lschen 
Komplexbildner . Dabei wurden die Fragmente zun^chst 
im Rundgel in Richtung 1 der Grdlie nach aufgeteiLt und 
lO anschlieQend in Richtung 2 im Flachgel Ln Anwesenheit 

des erf indungsgemaBen Adsorbens einer erneuten ELektro- 
phorese unterworfen. Neben dem Auftreten einer norma ler- 
weise nicht sichtbaren Komponente zeigen etLiche Frag- 
mente deutliche Abweichungen von der Geraden. 

15 Zusammenfassend ist f estzustellen, daQ die erfindungs- 
gem&Ben Komplexbildner hervorragend geeignet sind 
fiir die Trennung von makromolekularen Stoffen und ins- 
besondere Biopolymeren, wie Nukleins&uregemischen . 
Diese Komplexbildner lassen sich in einfacher Weise 

20 herstellen und in Bezug auf ihre Basenspez if it&t ge- 
zielt einstellen. 
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